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Cellen kunnen berichten uit hun omgeving ontvangen door middel van
signaalmoleculen, zoals hormonen en neurotransmitters. Signaal moleculen binden aan
specifieke receptoren waarvan de bindingsplaats gelegen is aan de buitenkant van de cel
membraan (plasma membraan). Daar receptoren door de plasma membraan heensteken,
kunnen ze communiceren met de binnenkant van de cel (het cytoplasma). Op deze manier
worden extracellulaire boodschappen van diverse aard doorgegeven.
Er zijn veel verschillende receptoren bekend, ieder met hun specifieke eigenschappen.
Sommige receptoren vorÍnen een kanaal in de plasmamembraan, waardoor ionen worden
getransporteerd (bUvoorbeeld Ca2* of Na*). Andere receptoren bewerkstelligen een
cascade van enzymatische reacties in de cel waarbij eiwitten door een fosfaat-groep
gemodificeerd worden (fosforylatie). De in dit proefschrift beschreven signaaltransductie
processen hebben betrekking op receptoren die gekoppeld zijn aan andere membraan
gebonden eiwitten, de hetero-trimere G-eiwitten (G-eiwitten). Na stimulatie van een
dergelijke receptor met een signaalmolecule, transporteert het G-eiwit de boodschap naar
een effector enzym. Dit effector eïzym produceert vervolgens een signaalmolecule in de
cel. dat beschouwd kan worden als een vertaling van de extracellulaire boodschap (de
"tweede boodschapper"). De aard van het extracellulaire signaal bepaald dus
achtereenvolgens welke receptor wordt gestimuleerd, welk effector enzym wordt
geactiveerd en welke tweede boodschapper molecule wordt gemaakt. De hier beschreven
signaal transductie processen hebben betrekking op regulatie van de enzymen fosfolipase
C (PLC) en adenylyl cyclase (AC).
Activering van PLC geefi aanleiding tot de produktie van de tweede boodschappers,
cliacylglycerol en inositol 1,4,5-tnsphosphate (Ins(1,4,5)P3). Diacylglycerol op zijn beurt
acriveert het enzym proterne kinase C. Proteïne kinase C kan veel eiwitten in de cel
fosforyleren en heeft als gevolg daarvan vele intracellulaire functies. Ins(i,4,5)P, bindt
aan Ins(1,4,5)Pr-receptoren, gelegen in de membraan van intracellulaire Ca2*- bevattende
compartimenten. Ins(i,4,5)P, receptoren bestaan tevens uit een Caz* kanaal. Na binding
van Ins(l,4,5)P3 aan de receptor opent dit kanaal zich en stroomt Ca2" het cytoplasma in.
Stimulatie van plasma membraan receptoren die gekoppeld zijn aan PLC, leidt veelal ook
tot het openen van een Ca2* kanaal in de plasma membraan. Hoe dergelijke kanalen
precies worden gemoduleerd is nog niet geheel duidelijk. Er bestaan kanalen die worden
gereguleerd door G-eiwitten of door een tweede boodschapper, zoals Ins(1,4,5)P3.
Contact tussen de intracellulaire Ca2* compartimenten en het plasmamembraan Ca2*
kanaal is mogelijk ook van belang voor regulatie van Ca2* influx. Stimulatie van PLC
gekoppelde receptoren leidt dus door activering van intracellulaire- en plasmamembraan
Ca2* kanalen tot een verhoging van de Ca2* concentratie in het cytoplasma. Caz* wordt
uit het cytoplasma verwijderd door deze ionen terug te pompen naar het compartiment,
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naar de extracellulaire ruimte en door uitwisseling met andere positief geladen ionen uit
de omgeving van de cel. In spiercellen bewerkstelligt Caz* activering van het myosine
kinase en daarmee contractie. In andere cellen kan Caz* een alternatieve functie
vervullen. In secretoire- en neuronale cellen bijvoorbeeld, activeert Ca2* secretie
processen.
Activering van adenylyl cyclase (AC) resulteert in de produktie van de tweede
boodschapper, cyclisch-AMP (cAMP), dat op zijn beurt het enzym proteÏne kinase A
(PKA) acriveert. PKA heeft evenals PKC velerlei functies in de cel, zoals in spiercellen
ÍbsÍbrylatie van het myosine kinase, hetgeen tot relaxatie van spiercellen leidt.
De in dit proefschrift beschreven experimenten hebben betrekking op gladde spier
cellen, geisoleerd uit een fumor uit de zaadleider van een syrische hamster (DDT' MF-2
cellen). Uit het voorgaande kwam reeds naar voren, dat activering van PLC en AC een
tegengesteld effect op de spiercellen hebben in de vorm van contractie of relaxatie. Een
gedeelte van de beschreven experimenten (hoofdstuk 2-5) zijn uitgevoerd om te kunnen
vaststellen of deze twee signaal transductie mechanismen elkaar wederzijds beïnvloeden.
Beinvloeding werd bestudeerd op de niveaus van Ins(1,4,5)Pr, Ca2* en cAMP. In
hoofdsruk 6-8 is beschreven op welke wljze activering van PKC, PLC of de
plasmamembraan-Caz* pomp de verhoging van de intracellulaire Ca2* concentratie
beïnvloed.
De invloed van stimulatie van PlC-gekoppelde bradykinine receptoren op de cAMP
produktie is beschreven in hoofdstuk 2 en 3. Stimulatie van B-adrenerge receptoren leidt,
via een G-eiwit en activering van AC, tot produktie van cAMP. Na het toedienen van
bradykinine aan DDT, MF-2 cellen bleek de produktie van cAMP via stimulatie van B-
adrenerge receptoren geremd te zijn. AC kan ook direct worden geactiveerd met
Íbrskoline, zonder tussenkomst van een receptor of G-eiwit. Stimulatie van bradykinine
receptoren geeft dan een kortdurende verlaging van het cAMP niveau. Uit verschillende
experimenten bleek, dat het langdurige effect van bradykinine op de vorming van cAMP
veroorzaakt wordt door de bradykinine geinduceerde Ca2* vrijzetting. Op welke wijze
Ca2- de cAMP formatie beïnvloed is nog niet opgelost. Ca2* is niet betrokken bij de
kortstondige remming van forskoline geïnduceerde cAMP productie. Waarschijnlijk wordt
dit effect veroorzaakt door activering van een cAMP afbrekend enzym.
Een andere PlC-gekoppelde receptor in DDT' MF-2 cellen is de Pru-purinerge
receptor. Stimulatie van deze receptor leidt tot een langdurige remming van zowel cAMP
produktie aangestuurd door forskoline als door B-adrenerge receptoren (hoofdstuk 4). Dit
effect werd hootdzakehjk bepaald door activering van een rernÍnend G-eiwit, dat de
activerins van AC verhindert door hieraan te binden.
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Naast beïnvloeding van cAMP produktie door middel van activering van PLC-
gekoppelde receptoren, is tevens de beïnvloeding van het PLC signaal transductie
mechanisme door cAMP onderzocht (hoofdstuk 5). Onder invloed van een verhoogd
cAMP niveau (activering van PKA) is de histamine geinduceerde produktie van
Ins(1,4,5)P, sterk geremd. Ook is het vri jmaken van Ca2* uit intracellulaire
compartimenten en het transport van Ca2* over de plasmamembraan sterk verminderd ten
opzichte van normale omstandigheden. Indien PLC wordt gestimuleerd door Pru-purinerge
receptoren, heeft cAMP geen effect op deze parameters. De meest waarschijnlijke
verkiaring voor dit verschil in regulatie is, dat histamine receptoren worden
gefosforyleerd door PKA en Pru-purinerge receptoren nÍet.
Activering van PLC geeft niet alleen aanleiding tot produktie van inositolfosfaten en
verhoging van de intracellulaire Ca2* concentratie, maar ook tot activering van PKC. Uit
experimenten waarin cellen werden voorbehandeld met PKC-remmers, werd
geconcludeerd, dat activering van PKC door histamine geen effect heeft op de histamine
geïnduceerde Ins(l,4,5)P, produktie of op het Ca2* metabolisme thoofdsfuk 6). Een van
de PKC-remmers bleek zelf een effect te hebben op de intracellulaire Car' concentratie.
Dit effect wordt veroorzaakt door remming van de opname van Ca'* in de intracellulaire
compartimenten, waardoor de cytoplasmatische Ca2* concentratie stijgt.
Het transport van Ca2* van de extracellulaire ruimte naar het cytoplasma wordt op twee
manieren gestimuleerd door histamine in DDT, MF-2 cellen. In de eerste plaats leidt het
leegmaken van intracellulaire Ca2* compartimenten, tot een activering van de Ca2*
beweging van buiten naar binnen de cel (hoofdstuk 7). Dit proces wordt door histamine
geactiveerd. In een eerder uitgevoerde studie aan DDT' MF-2 cellen werd aangetoond,
dat histamine ook de vorming activeert van de diacylglycerol metaboliet, arachidonzuur.
Arachidonzuur op zijn beurt stimuleert Ca2* influx. Zowel de compartiment afhankelijke-
als de arachidonzuur afhankelijke Ca2* influx wordt verhinderd door een antibioticum,
neomycine. Vermoedelijk blokkeert neomycine de plasma membraan Ca2* kanalen.
Stimulatie van adenosine A, receptoren resulteert in activering van PLC, naast remming
van AC door een remmend G-eiwit. Hoofdstuk 8 geeft aan, dat de PLC geïnduceerde
stuging van de intracellulaire Ca2 concentratie tot activering van Ca2* pompen in de
plasmamembraan leidt. Deze pompen verwijderen het teveel aan Ca2* uit de cel en zijn
aldus belangrijk voor het beëindigen van het Ca2- signaal. Het is onwaarschijnlijk dat
deze pompen direct gekoppeld zijn aan de adenosine receptor. Verondersteld wordt dat
een snelie stijging van de Ca2n concentratie vlakbij de plasmamembraan voldoende is om
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Onderzoek naar signaal transductie systemen en de interactie tussen verschillende
signaal transductie systemen levert een belangrijke bijdrage aan onze basale kennis over
de manier waarop cellen door hun omgeving worden beïnvloed. Voor de farmacotherapie
is dergelijk onderzoek relevant, omdat combinaties van medicijnen, die verschillende
signaaltransductie systemen aansturen, zeer onvenvachte en ongewenste resultaten kunnen
opleveren. De identificatie van door medicijnen aangestuurde signaal transductie
mechanismen zal leiden tot het opstellen van nieuwe criteria voor de ontwikkeling van
meer selectieve medicilnen.
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